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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gesteitt 

@ Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenrspektroskopie und Materialmikrobearbeltung von fixierten und 
bewegten Molekulen, Partikein und Objekten 

@ Die vorflaeende Erfindung betrifft ein Verfahren und eine 

Vorrichtung zur Lumineszenzanalyse und Materialmikrobear- 

baitung von fixJarten und bawegtan Molekfiten. Partikein und 

Objekten. Dia Kombination von Uchtdruckkriften zur Rxie- 

rung oder Bawegung von Objekten und nuoraszenzmikro- 

akopie sowle die Kombination mit Materialbearbeftung wird 

bisher mit mindestans zwet Uchtquallen ausgefuhrt, zum 

ainan ein Laser, der die Krafte erzeugt also als photonischa 

Pinzette dient, zum anderen eine waitare Uchtqualle. z. B. 

eine Haloganlampa, mit daren Hilfe die Ruoreszenz ange- 

regt wird bzw. eine Lichtquelle, z. B. ein gepulster Stickstoff- 

tasar, dar zur Materia Ibearbaitung dient 

Ola Varwendung einas gapulsten Lasers, dar zerstdmngsfrei 
M Objakta fixieren kann, als auch Mehrphotonenanregung von 
^ Luminaszanz armogticht, und zur Matarialmlkrobaarbaitung 
I genutzt warden kann, fQhrt zu einam einfachan Aufbau mit 

nur einar Uchtqualle und darubar hinaus zu hohar rfiumllcher 
" Aufl65ung In i-Richtung. 
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1 2 
Beschreibimg gen. daB heiBt die Manipulation von biologischen Ob- 

J ^ jekten, ist dabei eine Wellenlangc im nahen infraroten 

Die vorliegende Erfmdung betrifft em Verfahren und Wellenlangenbereich zu wahlen, da hier der Absorp- 
eine Vomchtung mit einem neuartigen Aufbau fOr die lionskoeffizient Wein genug ist, urn bei entsprechend 
Fixierung oder Bewegung von Objekten und MolekQlen 5 gewahlter Laserleistung keine Schldigung des biclogi- 
und gleichzeitiger Anregung und Beobachtung von Lu- schen Materials zu venirsachen. 
mineszenz. Dariiber hinaus ist die Mikrobearbeitung Durch die Fokussierung eines gepulsten Lasersirahls 
mfighch. Es handelt sich um cine photonische Pinzette, kflnncn sehr hohe Photonendichten im Fokus erreicht 
die fQr Lumineszenzspektroskopie gceignct ist wcrden. so daB Mehrphotonenprozesse auftreten. Ent- 

Der mechanische Druck von Photonen ist unter Ver- 10 sprechend ist es mogUch. z. B, Zweiphotonenprozesse 
wendung alhagiichcr Lichtquellen wie Gltthlampcn zur Anregung von fluoreszierenden Molekaien, Parti- 
odcr die Sonne nicht meBbar. Erst der Einsatz von La- keln urid Objekten zu nutzen. Geeignete Luminophore 
sern ermflglicht den makroskopischen Nachweis von die z. B. als MarkermolekQle an Partikel und Makromo- 
Kraften auf Oberflachen, die von Photonen herrflhrcn, lekule gekoppelt sind, kSnnen so durch die Strahlung 
da Laser Licht mit sehr hoher Photon endichte cmittie- 15 zur Lumineszenz angeregt werden. So kann ein fokus- 
ren. So wurden mit Argonionen-Lasem Atorae be- sierter, gepulstcr User zur Generierung von Ucht- 
schleunigt Partikel, deren Brcchungsindex grdfler ist, druckkraften, also als photonische Pinzette genutzt wer- 
ats der der Umgebung, erfahren in der Nahe des Laser- den, und gleichzeitig zur Anregung von Lumineszenz. 
strahls erne Kraft aufgrund der gauflformigen Intensi- Wird ein Laser benutzt, der sowohl im kominuierli- 
tatsverteilung des Laserstrahls und werden deshalb in 20 chen als auch im gepulsten Betrieb arbeitet, kann er im 
das Zcntrum des Laserstrahls beschleunigt. Diese Licht- kontinuierlichen Betrieb als photonische Pinzette einge- 
druckgradientea lassen sich durch die Fokussierung des setzt werden. Im gepulsten Betrieb kann der Laser als 
Laserstrahls nutzen, um Objektc in den Fokus zu be- photonische Pinzette und gleichzeitig zur Anregung von 
schleunigen und dort zu fixiercn, da hier Lichtdnickkraf- Lumineszenz genutzt werden. SelbstverstSndlich kann 
te eraeugt werden, die aus aUcn Richtungcn in die Nahe 25 der Laser auch im gepulsten Betrieb nur als photonische 
des Fokus genchtet sind (Ashkin und Dziedzic, Science Pinzette eingesetzt werden oder nur zur Anregune von 
235, 1517 (1987)). Wird Ucht mit einer WeUenlange im Lumineszenz. s s 

nahen Infrarot venvcndet (z. B. 1064 nm), kdnnen auch Weiterhin kann auch im gepulsten Betrieb Material 
biologische Partikel mit dicser photonischen Pinzette bearbcitet oder abgetragen werden. So ist es z. B m6g- 
manipuhert werden, ohne daB das biologische Material 30 lich» gefuUtc Kugeln mit der photonischen Pinzette an 
zerstOrt wird, da Licht dieser WeUenlange nur schwach einen bestimmten Ort zu transportieren, um dann mit 
absorbiert wird (in der Uteratur wird die Technik auch dera gleichen Laser durch Umschalten des Lasers auf 
opusche Pmzette oder optischc FaUe genannt> gepulsten Betrieb, die Kugel zu zerstOren und den Inhalt 

So wurden Bakterien m emem Userfokus fudert. freizusetzea Die Kugel kann aber auch im gepulsten 
Strukturen in lebenden Zellen manipuliert und Zellen 35 Betrieb transportiert werden und dann durch Erh6hung 
Oder Chromosomen und Chromosomenfragmente be- der PuUleistung zerstart werden. Es ist rndgUch mit 
mI? Vc f^^^ emxigtn User aUe MOgUchkeiten, wie photoni- 

USA 86, 7914 (1989)). Von Visschcr et aL wurdc erne sche Pinzette, Lumineszenzanregung, Materialmikrobe- 
Mehrstrahlpinzette beschriebcn, die mit Spiegeln einen arbeitung gleichzeitig oder nacheinander durch Varia- 
La^erstrahl mit hoher Frequcnz auf mchrere Positionen « tion der Pulsenergie oder Umschalten des Laserbetriebs 
aufteilt und somit Lichtdruckgradienten an mehreren von kontinuierlichen oder gepulsten Betrieb zu nutzen 
Positionen lokalisiert (Visschcr, Brakenhoff und Krol, oder eine Auswahl daraus. 

Cytometry 14, 105- 1 14 (1993)). Die Erfmdung betrifft ein Verfahren und eine Vor- 

Seeger et aL beschriebcn erstmals ein Experiment, richtung zur Lummeszcnzanalyse und Bearbeitung von 
indem die photonische Pinzette mit Lumineszenztech- 45 fixierten und bewegten MolekOlen, Partikeln und Ob- 
nik kombiniert wurde. Hier wurden humane T-Helfer- jekten, bestehend aus 
zellen mit einem Antik6rper markiert, an den ein Lumi- 

neszenzfarbstoff angekoppelt war. Der AntikOrper er- a) einer UchtqucUe und Optik zur Herstellung von 

kannte und koppelte an die CD4-Stnjktur auf der Ober- Uchtdruckgradientcnkraftcn, Anregung von lumi- 

nache von T-Helfer-Zellen. Danach wurdc die Lumines- 50 neszierenden Molekfllen, Partikeln und Objekten 

zenz mit einer Quecksilberlampe angeregt, und so mar- und Mikrobearbeitung 

kierte (T-Helfer-)zellen von nicht markierten ZcUen un- b) einer AbbildungsoptUc 

terschieden. AnschlieBend konntcn T-Hclferzellen mit c) einer Strahlpositionierungseinrichtung 

der photonischen Pinzette selektiert werden (Seeger, S. d) einem oder mehreren Spiegeln und/oder Fihem 

etaLCytoraetryl2, 497-504(1991). 55 c) einem oder mehreren Lumineszenzfarbstoffen, 

Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, daB neben einer die durch das Licht der Lichtquelle zur Emission 

Lichtquelle fQr die Erzeugung der Uchidruckgradien- von Lumineszenzlicht angeregt werden kOnnen. 

ten, also der photonischen Pin2ette, eine zweite Licht- 
quelle zur Anregung der Lumineszenz benCtigt wird. Als Lichtquellen kommen alle UchtqueUen in Frage, 
Entsprechend ist auch eine crhOhte Zahl optischer Bau- 60 die genQgend Leistung besitzen, genQgend hohe Photo- 
elemente, 2. B. ein Umschaltspiegel oder halbdurchiassi- nendichten und Licht bci einer WeUenlange cmittieren, 
ger Spiegel erforderlich. Die Bcleuchtung durch eine die das Objekt nicht zersiOren. Insbesondere sind ge- 
Lajnpe erlaubt keine raumUche AuflSsung in z- Richtung pulste Nd : YAG- Laser und Diodenlaser geeignet So 
bei der Lumineszenzmikroskopie. kSnnen z. B. Q-switch gepulstc Nd : YAG-Lascr eingc- 

Die Ldsung besteht dann. sowohl fOr die photonische 65 setzt werden, die sich auch auf kontinuierUchen Betrieb 
Pinzette, also die Erzeugung der Uchtdruckkraftc, als umschalten lassen. Im kontinuierUchen Betrieb kann der 
auch for die Anregung der Lumineszenz die gleiche Laser als photonische Pinzette eingesetzt werden. Wird 
Lichtquelle zu verwenden. FQr biologische Anwendun- der Laser auf gepulsten Betrieb umgcschaltet, so ist 
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neben den Lichtdruckkraften, also dcm Einsatz als pho- 
tonische Pinzctte, gleichzeitig Mehrphotoaeaanregung 
von fluoreszierenden Molekulen moglich. Selbstver- 
standlich kSnnen auch Laser, die mit anderen Techniken 
gepulst werden, eingesetzt werdea 5 

Fflr die Fluoreszenzanregung ist es voneilhaft, Mehr- 
photoneneffekte. insbesondere Zweiphotoneneffekte zu 
nutzen. Dies hat den Vorteil, dafl mit z. B. 1064 nm Anre- 
gungsHcht lumineszierende Molekflle, Partikel und Ob- 
jekte, deren Absorption urn 532 nm liegt, angeregt wer- 10 
den kcinnen. Somit kann bei einer EmissionsweilenJange 
im Bereich von einigen zehn Nanometem Qber der ver- 
doppelien AnregungsweUenJange (z. B, 570 nm) Streu- 
licht weitgehend diskriminiert werden, da die Photonen- 
dichte fur cine Zweiphotonenanregung nur in einem eng 15 
begrenzten Volumen des Lascrfokus genQgend groB ist 
Daruberhinaus laBt sich das Laserlicht aufgrund der 
sehr unterschiedlichen, weiter im Roten liegendcn Wel- 
lenlange sehr gut durch FiJter diskriminieren. 

Die Nutzung der Mchrphotonenfluorcszenzanrc- 20 
gung bietet zudem den Voneil hOherer rfiumlicher Auf- 
Idsung in z-Richtung im Vcrgleich zu gewdhnlicher An- 
regung der 1-Photonenfluoreszenz, da die Obergangs- 
wahrscheinlichkeit fur Zweiphotonenanregung sich mit 
dem Quadrat der Intensitat verandert So kann Fluores- 25 
zenz in einem kleinen Bereich des Lascrfokus angeregt 
werdea 

Daruberhinaus ist diese Technik geeignet. Objekte 
abzurastem, indem der Laserstrahl mit Hilfe von Spie- 
geln lateraJ und das Objekt axial bewegt wird So kann 30 
in drei Dimensioncn konfokal gerastert und abgcbildet 
werden. 

Der im Folgenden beschriebene Aufbau erm6glicht 
die Erzeugung von bis zu 10 unabhSngigen Strahlen mit 
einem Laser durch repetitives schneUes Anfahren der 33 
gewahlten Positionea Die Positionen sind unabhingig 
definierbar durch die drei Raumkoordinaten, die Laser- 
leistung, die Auswahl kontinuierlicher Laserbetrieb 
Oder gepulster Betrieb und im Fall von gepulstem Be- 
irieb zusatzlich durch die Repetitionsrate. 45 

AusfUhrungsbeispiel 

Als Abbildungsoptik wird ein handelsflbliches inver- 
ses Mikroskop verwendet, daB filr Fluoreszenzmikro- 45 
skopie tauglich ist (Fig. 1). Ein diodengepumpter 
Nd : YAG-Laser, der sowohl im kontinuierlichen als 
auch gepulsten Modus betrieben werden kann. wird 
durch den Fluoreszenzeingang fiber steuerbare Spiegel 
und einen UmJcnkspiegel im Mikroskop in das Mikro- 50 
skopobjektiv gefQhrt Durch das Mikroskopobjckiiv, 
durch das das Objekt auch abgebildet wird, wird der 
Laserstrahl fokussiert Natflrlich kann der Laser auch 
durch eine zweite fokussierende Optik eingekoppelt 
werden, die nicht zur Abbildung des Objekts dient Im 55 
kontinuierUchen Betrieb des Nd : YAG-Lasers kflnnen 
mikroskopische Partikel im Fokus Tudert werden. Durch 
Bewegen des Objekttisches bei fudertem Laserstrahl 
Oder Bewegen des Laserstrahls 2. B. mit Hilfe der Spie- 
gel, kann das fixierte Objekt relativ zu seiner Umgebung «> 
bewegt werden und das Instrument kann als pbotoni- 
sche Mehrstrahlpinzette eingesetzt werden. Selbstver- 
standlich kann die Einkopplung des Lasers auch ohne 
steuerbare Spiegel durchgefflhrt werxlen. 

Wird der Laser im gepulsten Modus betrieben, blci- « 
ben die Lichtdruckkrafte bestehen, die Photonendichte 
wird jedoch soweit erhflht, daO Mehrphotonenanregung 
von Fluoreszenz mflglich ist. So wurden z. B. fluores- 



zenzmarkierte Zellen mit dieser Technik fixiert und 
identifiziert Daruberhinaus kttnnen bei genOgend hoher 
Photonendichte z.B. im Fokus fixierte Latexpartikel 
zerstart werden. 

BeschreibungzurAbb, 1 

1) axial computergesteuert verstellbarer Objekttisch 

2) Mikroskopobjektiv 

3) dichroitischcr Spiegel 

4) Linse in der Epifluoreszenzeinrichtung des Mikro- 
skops 

3) Anpassungsoptik, die auch eine Rasterung des Ob- 
jekts erlaubt 

6) Rasierspiegel, die computergesteuert sind 

7) Optik zur Strahlanpassung 

8) Diodengepumpter Nd:YAG Laser, umschaltbar zwi- 
schen kontinuierlicher und gategeschalteter (gepulster) 
Funktionsweise. 

Patentanspruche 

1. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfllen, Partikein und Objek- 
ten bestehend aus 

a) einer Lichtquelle und Optik zur Herstellung 
von Lichtdruckgradientenkraften und Anre- 
gung von Iimiineszierenden MolekQlen 

b) einer Abbildungsoptik 

c) einer Strahlpositionierungseinrichtung 

d) einem odcr mehreren Spiegeln und/oder 
Filtern 

c) einem oder mehreren Lumineszcnzf arbstof- 
fen, die durch das Licht der Lichtquelle zur 
Emission von LumineszenzUcht angeregt wer- 
den kdnnea 

Z Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten MoIekOlen, Partikeh und Objek- 
ten nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB 
die verwendete Lichtquelle ein Laser ist 

3. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten MolektUen, Partikein und Objek- 
ten nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Laser gepulst ist oder zwischen gepuls- 
tem und kontinuicrlichem Betrieb umschaltbar ist 

4. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten MolekQlen, Partikein und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
mehrcre Strahlen eingesetzt werdea 

5. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitimg von fixier- 
ten und bewegten MolekQlen, Partikein und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Strahlen computergesteuert positioniert wer- 
dea 

6. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten MolekQlea Partikein und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Strahlen unabhingig voncinander bczQgiich der 
drei Raumkoordinaten, der Laserieistung, der La- 
serbetriebsart (kontinuieriichcr oder gepulster Be- 
trieb)t im Fall von gepulstem Betrieb der Repeti- 
tionsrate, und unabhangig bezQglich der Laseriei- 
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Stung erzeugt werden kdnnen. 

7. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszeiu- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von Fixier- 
ten und bewegten Molekfllen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspnich 1, dadurch gekennzeichnet. daB 
die Lumineszenzanregung durch Mehrphotonenef- 
fekte verursacht wird. 

8. Verfahren und Vorrichtung zur Lumincszcnz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten MolekQlcn, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Objekt und die Lumineszenz konfokal abgebil- 
det werden. 

9. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten MoIekOlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB 
Lumineszenzfarbstoffe eingesetzt werden, die 
durch Mchrphotoneneffekte angeregt werden k<Jn* 
nen. 

10. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten MolekQlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB 
als Abbildungsoptik ein Mikroskop eingesetzt wird. 
U. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fuder- 
tcn und bewegten MolekOlen, Partikehi und Objek- 
ten nach Anspruch {.dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Materialmikrobearbeitung mit hoher Pulslei- 
stung durchgefOhrt wird. 

12. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fbder- 
ten und bewegten MolekQlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 35 
die Funktionen photonische Pinzette, Lumines- 
zenzanalyse und Mikromaterialbearbeitung gleich- 
zeitig Oder nacheinander oder erne Auswahl daraus 
glcichzeiUg Oder nacheinander ausgef Qhrt werden. 

13. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- ^ 
analyse und Materiahnikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten MoIekWen. Partiketa und Obiek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
weitere Lichtquellen, insbesondere Laser zur Mi- 
krobearbeitung. gleichzeitig durch die selben opti- « 
schen Bauelemcnte fokussiert werden. 

14. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fuder- 
ten und bewegten MolekQlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB 50 
der Oder die Laser zur Manipulation, Lumineszenz- 
analyse und Mikrobearbeiiung durch die fokussie- 
rende Optik eingckoppelt wird, die auch als AbbU- 
dungsoptikdient 

15. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 55 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten MolekQlen. Partikeln und Objek- ' 
ten nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet. daB 
der Oder die Laser zur Manipulation, Lumineszeoz- 
analysc und Mikrobearbcitung nicht durch die fo- eo 
a'S^J*"*^* eingekoppelt wird, die auch als 
AbbUdungsoptik dient, sondem durch eine zweite 
fokussierende Optik eingekoppelt wird, 

16. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fuder- « 
ten und bewegten MolekQlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl 
mit einer oder mehreren Substanzen gefQlItc trans- 



parente Kugebi trans portiert. an einem definierten 
Ort zerstdrt und die Substanz freigesetzt wird 
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ABSTRACT: 

The present invention relates to a method and a device for luminescence 
analysis and material microprocessing of fixed and moving molecules, particles 
and objects. The combination of light pressure forces for fixing or moving 
objects and fluorescence microscopy and the combination with material 
processing has to date been carried out with at least two light sources, on the 
one hand a laser which produces the forces, i.e. is used as a photonic forceps 
(tweezers), and on the other hand a further light source, for example a halogen 
lamp, with the aid of which the fluorescence is excited or a light source, for 
example a pulsed nitrogen laser, which is used for material processing. 

The use of a pulsed laser which can fix objects without interference and also 
allows multiphoton excitation of luminescence and can be used for material 
microprocessing, leads to a simple design with only one light source and. 
furthermore, leads to high spatial resolution in the z direction. 



